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論文内-容の要旨

【目的】

醇分泌性トリプシン・インヒビター (PSTI) は， 1948年 Kazal らによってウシの騨臓から分離され

たトリプシンの回害物質である。従来， PSTI の生理的役割は醇臓内で万一トリプシノーゲンが活性化さ

れた場合，それと結合してトリプシンの活性を阻害し牌臓の自己消化を防ぐ乙とにあるとされてきた。

しかし教室では PSTI が勝臓以外の臓器にも存在する乙と，悪性腫蕩組織中に高率に発現していること，

PST 1 cDNAの塩基配列は EGFcDNA と高い相向性を有する乙と， さらに PSTI はヒト線維芽細胞の

DNA合成を促進する乙とを明らかにし， PSTI!rは従来知られていない重要な生理活性がある可能性

を指摘してきた。しかし PSTI の生理活性の情報伝達に関しては，受容体の存在を含めて何ら報告はない。

PSTI の受容体の性状はどのようなもので，どの細胞株iζ分布しているのかなどを明らかにするために，本

研究を行った。

【方法】

① 細胞: .p ST 1 の結合測定は 3T3 Swiss albino 細胞を用いた。

② 放射線標識PSTI の調整:ラクトペルオキシダーゼ法を用いてヒト recombinantP ST 1 を 125 1 で標

識し， Sep ha dex G-25 にて溶出した。 125 1 -PSTI の比活性は 100μCi/'μg であった。

③ 1251 -PSTI の細胞に対する結合の測定:細胞を 24-well dish!r静止状態になるまで培養した

ものを用いた。 1 X 10 5 個の細胞に 125 1 -P S T 1 ( 2.0 x 10-9 M) を加え， 200倍過剰量非標識PSTI

存在下，あるいは非存在下で全量 1 ml とし 4 oc , 120 分間反応させた。未反応の上清を除去し， Trisｭ

buffer!とて 2 回洗浄した後， 0.5N NaOHで細胞を可溶化しその放射活性を測定した。
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④ PSTI 受容体の分子量解析:架橋試薬である DSS を用いて 125 1 -PSTI と細胞表面の PSTI受容

体を共有結合させ， SDS-PAGE で分離後， オートラジオグラフィーにより PSTl 受容体の分子量を

解析した。

⑤ 1251 -PSTl の細胞への陥入と崩壊: 1251 -PSTIと細胞を 4 oC , 120 分間反応後，未反応の PSTI

を除去し3TC保温の培養液に変え，一定時間ごとに上清を集め， TCA不溶性の放射活性を測定した。

細胞は 0.05M glycine-HCl buÎf er で処理して， 表面lζ結合している 1お 1 -PSTlと陥入した 125 1 _

PSTl を各々測定した。

⑥ PSTI の DNA合成促進作用:細胞を 24..:well dish ~(.播き，静止状態になるまで培養をした。そし

て各濃度の PSTI を加えた後， 24時間刻激し C 3H J チミジンの取り込みを液体シンチレーションで測

定した。

【成績】

① 9 種類の細胞株に対し， PSTI の結合測定をしたところ， 3T3 Swiss albinolマウス線維芽細胞)，

H4-ll-E-C3 l ラット肝癌細胞)において 125 1 -PST 1 の高い結合を認めた。

② PSTI の 3T3 細胞に対する結合は 4 0C ， 120 分で平衡状態に達した。 125 1 -PSTlを非標識 PST

I と共に細胞と反応させると，非標識 PSTI は，用量依存的に 1251-PSTl の結合を阻害した。他の成

長国子である EGF， b-FGF, lGF-I , TGFa, PDGF , TNF を添加しでも 125 1 -PSTlの結合は阻

害されなかった。

③ Scatchard 解析をしたところ，解離定数 l kd )は 5.3X10- lO Mで，ー細胞当たり 5 ， 400 の PSTlの

結合部位が 3T3 細胞に存在する乙とがわかった。

④ Cross-l inking 法にて， 140kdの band が検出された口乙の band は大過剰の非標識PSTIの添加に

より濃度依存的に消失した。また EGF， b -FGF, lGF-1 を添加しても bandの消失は認めなかった。

③ 細胞に結合した PSTl は 37
0

C， 30 分ですみやかに細胞内に取り込まれ，時間経過と共に取り込まれ

た 125 1 -PSTl は崩壊し細胞外へ排除された。

⑥ 各種プロテアーゼ・インヒビターで37 0C ， 10分間前処理した細胞に対し， 125I-PSTIの結合をみた

ところ，その結合には影響を認めなかった。

⑦ PSTI は濃度依存的に 3T3 細胞の DNA合成促進をさせた。その作用は24時間で最高に達し EGF と

相乗作用を有していた。

【総括】

1251 -PSTl を用いて PST1 ~と特異的な受容体の存在を示した。その受容体は種々の細胞株で発現して

おり 3T3 細胞では解離定数は 5.3X10-10 Mで，ー細胞あたり 5，400個存在した。 Cross-l inking 法よ

り，分子量は約 134 kd であった。 PSTl の DNA合成のシグナルはこの受容体を介して伝達される乙とが

示唆された。
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論文審査の結果の要旨

PSTI は従来よりトリプシンの阻害活性物質として知られてきたが，最近それ以外に，生体lと侵襲が加

わると PSTI が急性相反応物質として血中で増える乙と，ヒト線維芽細胞の DNA 合成促進作用をもつこと

など重要な生理活性があることがわかってきた。しかし， PSTI の細胞に対する情報伝達は，受容体の存

在を含めて明らかにされていない。

本論文は， PSTI のラジオレセプターアッセイを確立し，細胞表面において PST1 Ic特異的な受容体

が存在すること，受容体の分子量は 134 kd で既知の成長因子の受容体とは異なる乙と，ヒト，マウス線維

芽細胞，ヒト血管内皮細胞において PSTI 受容体が存在することを明らかにした。

以上の乙とは， PSTI が成長因子として受容体を介して作用することを明らかにしたもので， PSTIの

新しい生理活性を解明するにおいて意義深く今後の研究に多大な貢献をもたらすものと考えられる。故に

本論文は学位lと値すると判断した。
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